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摘要 : 报道了红色荧光蛋白 (D sRFP)在毕赤酵母中的高水平表达. 利用 PCR技术从 YEpFLAG212D sRFP扩增出 D sRFP编
码序列 ,克隆到毕赤酵母胞内表达载体 pP IC3. 5K构建重组表达载体 pP IC3. 5K2D sRFP,电击转化进毕赤酵母 , G4182RDB
平板双重筛选后获得重组转化子 ,经 MM /MD平板培养与 PCR鉴定 ,重组子全部为 H IS + MU T +表型. 重组菌株诱导表达
48 h后获得了高效表达 ,摇瓶中表达水平达到细胞内总蛋白的 12% ,表达量达到 1. 8 g/L. 经硫酸铵分级沉淀 , DEAE25PW
阴离子交换柱层析与 S2HyperD阳离子交换柱层析后获得电泳纯蛋白. 说明我们建立的毕赤酵母表达应用平台具有高效
表达外源蛋白的能力.
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蛋白生产系统的趋势. 到目前为止 ,约有 400多种蛋白
在 P. pastoris中得到表达 ,但是只有少数的蛋白 ,如
TNF、破伤风毒素 C片断等在其中得到高效表达 [ 1, 2 ] ,
而大部分蛋白在其中的表达水平在毫克甚至微克水
平 ,如 H IV21 gp120和 HPV疫苗等 [ 3 ] ,限制了其应用.
因而建立一个高效的 P. pastoris表达系统 ,更为有效地
提高外源蛋白的表达量显得非常重要. 基于 P. pastoris
表达系统的优点 ,为了高效表达具有医用价值的重组
蛋白 ,我们建立了 P. pastoris表达应用平台.
D sRFP基因是 1999年从海葵中克隆出来的 [ 4 ] . 在
蛋白质氨基酸 1级结构上仅与绿色荧光蛋白 ( GFP)有
23%的同源性 ,但是两者在 4级结构上具有惊人的相
似之处 [ 5 ] . 它的发射波长相对于 GFP红移了 73nm,是
到目前为止发现的具有最长激发波长与发射波长的自
然发光荧光蛋白 (558 /583 nm) [ 4 ] . 这可使 D sRFP与绿
色荧光蛋白作为双重标记来标记培养细胞以及其它生
物体 ,检测蛋白的表达. 基于 D sRFP是强的荧光蛋白 ,
根据荧光强度可以初步判断其表达水平的高低 ,因而




1) 菌株、质粒 :宿主大肠杆菌 TOP10F’、毕赤酵母
质粒 pP IC3. 5K和毕赤酵母 GS115菌株购自 Invitrogen
公司 ; 克隆质粒 pMD 182T购自 Takara 公司 ; YEp2
FLAG212D sRFP由王海林博士赠送.
2) 引物 :根据质粒 YEpFLAG212D sRFP上 D sRFP
的编码序列 ,设计 D sRFP基因扩增引物 : 5’端引物
D sRFPFP ( 5 ’2GGATCCACCATGAGTAGATCTTCTA2
AGAACG23’) , 3’端引物 D sRFPRP ( 5’2GCGGCCGCT2
TACA AGAACAAGTGGTGTC23’) ;重组酵母 PCR鉴定
引物 5’AOX I ( 5’2GACTGGTTCCAA TGACAAGC23’)
与 3’2AOX1 ( 5’2GCAAATGGC ATTCTGACATCC23’) ,
引物均由上海博亚公司合成.
3) 工具酶与培养基 :限制性内切酶 BamH I、Not






除说明以外所有分子操作按《分子克隆 》[ 6 ]方法
进行 ,以 YEpFLAG212D sRFP为模板 , D sRFPFP与 D sR2
FPRP为引物扩增出 D sRFP编码序列. PCR扩增片段
连接到 pMD 182T克隆载体 ,然后 BamH I/Not I酶切
回收 D sRFP编码序列 ,连接到 BamH I/Not I酶切的酵
母胞内表达质粒 pP IC3. 5K上构建 pP IC3. 5K2D sRFP
表达质粒.
2) pP IC3. 5K2D sRFP转化酵母 GS115
按 Invitrogen方法制备酵母感受态细胞 ,电穿孔转
化 GS115酵母 ,然后涂布 200μL 于加有 0. 5 mg/mL




G418浓度分别为 1. 0、2. 0、3. 0、4. 0 mg/mL的 YPD平
板 ,确定各菌株对 G418的抗性. 然后再将这些菌株分
别接种到 MM与 MD平板上 ,按 Invitrogen方法鉴定重
组菌的表型 ,按 A lison Adam s方法 [ 7 ] ,提取酵母染色体
总 DNA ,以引物对 5’AOX1 与 3’AOX1 对整合到
GS115染色体中的 D sRFP编码序列进行 PCR扩增.
4) 诱导表达
接种单菌落于 20 mL BMGY培养基中 ,于 28℃培
养至 OD600为 1. 5,然后 1 500 g离心 6 m in收集菌体 ,
用 BMMY培养基重悬细胞到 OD600为 1. 5,在 29℃培
养诱导 3～4 d,每天取 400μL 8 000 g离心 1 m in收集
上清 , - 20℃保存 ;同时每天补加 100%甲醇到培养基




后于 - 80℃冷冻 ,然后室温化冻 3 h,每克细胞加入 6
mL 裂解缓冲液 ( 25 mmol/L 磷酸钠、150 mmol/L
NaCl、1 mmol/L EDTA 和 1 mmol/L DTT)重悬细胞并
搅拌 15 m in,然后在 4℃放置 18 h,接着在 APV匀浆机
上 12 000～14 000 p si破碎 4次.
6) 可见光与荧光显微镜观察 D sRFP的表达




7) SDS2PAGE检测重组 D sRFP蛋白表达
配制 12%或 10%分离胶 , 4. 5%浓缩胶 , 10μL的
细胞裂解物加 10μL去离子水与 10μL SDS2PAGE上
样缓冲液 , 100℃水浴 5 m in,取 10μL上清进行 SDS2
PAGE电泳 ,以破碎转化空载体的酵母上清样品为阴




细胞破碎上清 16 000 g离心 15 m in,收集上清进
行硫酸铵分级沉淀 ,收集分级沉淀并溶于 pH 7. 2 20
mmol/L PB缓冲液. 对 pH 6. 0 20 mmol/L PB缓冲液
进行透析 ,换液 3次 ,然后进行 DEAE25PW (7. 5 mm ×
7. 5 cm )阴离子交换柱层析 ,收集红色的穿透峰 ,再直
接上样于 S2HyperD ( 0. 46 cm ×10 cm )阳离子交换柱
层析 ,收集红色的梯度洗脱峰 (离子交换层析流速为




以质粒 YEpFLAG212D sRFP 为模板 ,以 5’2引物
D sRFPFP与 3’2引物 D sRFPRP扩增出 D sRFP编码序
列 , PCR产物先连接到 T2载体上 ,用 BamH I/ EcoR I
酶切下 D sRFP编码序列 ,亚克隆到 BamH I/ EcoR I酶
切处理的表达质粒 pP IC3. 5 K上. 经 BamH I/ EcoR I
酶切鉴定与 PCR相结合的方法确认已经正确插入多
克隆位点. 最后测序后证明 D sRFP编码序列已经正确
插入到表达质粒中 (图 1).
　图 1　重组 D sRFP表达载体 pP IC3. 5K2D sRFP的构建
　Fig. 1　Construct of exp ression p lasm id pP IC3. 5K2D sRFP
2. 2　酵母的电击转化和筛选
用 G4182RDB平板双重筛选 ,共筛到 89个重组转
化子. 所有的抗性重组菌在 MM /MD平板上具有相同
的生长速度 ,而且速度并没有减慢 ,可以判断重组菌株
全部为 H IS + MU T +型阳性克隆. 阳性重组菌再以 5’
AOX1引物与 3’AOX1引物进一步进行 PCR鉴定 D sR2
FP编码序列与酵母染色体整合. 结果如图 2. 从图 2可
以说明 pP IC3. 5K2D sRFP编码序列转化酵母后通过单
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　图 2　PCR验证 D sRFP基因整合到 P. pastoris GS115中
1: DNA分子量标准 ; 2: pP IC3. 5K质粒 PCR产物 ; 3:
pP IC3. 5K2D sRFP 质粒 PCR 产物 ; 4: P. pastoris
GS115总 DNAPCR产物 ; 5:转化 pP IC 3. 5K质粒重
组菌株总 DNA PCR产物 ; 6:转化 pP IC3. 5 K2D sR2
FP质粒重组菌株总 DNA PCR产物
　Fig. 2　 Integration of D sRFP gene into the P. pastoris GS115
was confirmed by PCR
交换整合到毕赤酵母基因组而产生甲醇利用快速的表
型 (Land 6) ,这一结果与 MD和 MM平板上确定的表





　图 3　D sRFP重组转化子诱导 48 h后可见光观察 (左为
对照菌 )
　Fig. 3　Selceted D sRFP2exp ress transformants, induce 48 h
in BMMY, are p ink compared to the control
D sRFP重组菌株诱导 48 h后在可见光下呈现粉
红色 ,离心下菌体用与培养基等体积的去离子水重悬 ,
在可见光下可看到亮丽的红色 (图 3) ,而只转化空质
粒的重组菌没有红色. 然后涂片 ,经绿光激发后在荧光
显微镜下镜检 ,以只转化 pP IC3. 5K质粒的重组菌作
为对照 (图 4). 在荧光显微镜下镜检多个视野 , D sRFP
重组菌细胞的发光率为 100% (图 4A ) ,而且发现表达
菌株红色荧光蛋白经过长达 10 m in绿光激发后 ,发光
强度几乎没有发生任何变化 ,说明重组菌株具有较好
的遗传稳定性 ,毕赤酵母表达的 rD sRFP具有良好的
　图 4　重组表达菌的荧光图.
A:重组菌在标准 Cy3虑光片下的红色荧光图片 ;
B:重组菌在可见光下的图片 ; C:对照菌在标准 Cy3
虑光片下的红色荧光图片 ; D:对照菌在可见光下
的图片
　Fig. 4　Fluorescence stereom icroscope images of recombinant
cells
抗光漂白作用. 而对照菌株没有观察到荧光 (图 4C) ,
因而重组蛋白在 48 h时获得了高水平的胞内表达.
　图 5　重组菌株与对照菌破细胞上清颜色比较
　Fig. 5　The p ink supernatant of recombinant D sRFP strain






30℃、250 r/m in培养至 OD600为 1. 5,更换为 BMMY培
养基诱导. 每天添加 100%的甲醇到终浓度为 1% ,维
持诱导. 以只转化 pP IC3. 5K空质粒的菌株同样培养
作为阴性对照. 诱导 48 h后取样破碎细胞 , 2 000 g离
心 15 m in,留上清 ,在日光下重组 D sRFP菌株破细胞
上清为亮丽的红色 ,对照菌株细胞破碎液上清没有红
色 (图 5) ,说明毕赤酵母表达的 rD sRFP具有良好的溶
解性. 根据文献报道 [ 8 ] ,红色荧光蛋白只有形成四聚
体后才能发出红色荧光 ,所以酵母表达的 rD sRFP具
有正确的蛋白构象而且形成了四聚体. 取样进行 SDS2
PAGE电泳后发现 ,在 D sRFP重组菌中约 26 000 Da位
置有一蛋白带 ,其大小与 DNA star预测的 D sRFP分子
量 26 009 Da一致 ,而在仅转化空质粒的重组菌中没
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　图 6　重组酵母胞内表达 D sRFP SDS2PAGE分析
1:低分子量蛋白标准 ; 2:对照菌株胞内表达蛋
白 ; 3:重组 D sRFP菌株胞内表达蛋白
　Fig. 6　Exp ression analysis of intracellular D sRFP from
recombinant yeasts on SDS2PAGE
有这一条蛋白带 ,根据可见光观察、荧光显微镜镜检以
及与 SDS2PAGE电泳结果可以断定 rD sRFP蛋白在毕
赤酵母胞内获得了高效表达. 经凝胶成像系统分析 ,在
摇瓶中其表达水平约占细胞总蛋白的 12% ,表达量达
到 1. 8 g/L (图 6). 本研究首次实现了 D sRFP在毕赤
酵母内的高效表达 ,证明建立的 P. pastoris表达系统具
有高效表达外源蛋白的能力.
　　　　　　　　t /m in　 　 　　　　　　　　　　　　t /m in
　图 7　rD sRFP DEAE25PW阴离子、S2HyperD阳离子交换层析与 SDS2PAGE电泳
A中第 1个峰为 DEAE25PW阴离子交换柱穿透峰 ; C land 5为其 SDS2PAGE电泳结果 ; B land 6, 7为 S2HyperD阳
离子交换层析梯度洗脱峰 ; C land 6, 7为其电泳结果
　Fig. 7　Purification of rD sRFP by DEAE25PW aion2exchange chromatography column and S2HyperD cation2exchange chromatog2
raphy column and SDS2PAGE
2. 5　重组蛋白的纯化
对 rD sRFP粗提液进行硫酸铵分级沉淀 ,结果发
现 rD sRFP主要在 50% ～70%硫酸铵饱和度沉淀. 硫
酸铵沉淀样品溶于 pH 7. 2 20 mmol/L PB缓冲液 ,蛋
白回收率达到 81. 4% ,取样进行 SDS2PAGE电泳 (图
7C land4). 结果显示硫铵沉淀后去掉了绝大部分杂蛋
白 ,蛋白纯度已经达到 58%以上. 根据 DNA star软件分
析 D sRFP的等电点 p I为 6. 48,为了使阴离子交换层
析与阳离子交换层析能够连续进行 ,选择 pH 6. 0 20
mmol/L PB缓冲系统进行阴离子与阳离子交换层析.
在 pH 6. 0 20 mmol/L PB缓冲液中透析的 rD sRFP样
品先上 DEAE25PW阴离子交换柱 , 2 m in后 ,裸眼可见
rD sRFP穿透层析柱 ,收集穿透峰蛋白 ,然后用 pH 6. 0
20 mmol/L PB 0～1mol/L NaCl缓冲液线性梯度洗脱
吸附蛋白. 穿透峰与洗脱峰样品进行 SDS2PAGE电泳 ,
结果 rD sRFP全部在穿透峰 (如图 7C land 5) ,蛋白纯
度约为 90% ,只在 60 kD处有 1条微弱的蛋白带 ;同时
rD sRFP回收率达到 86. 2%. 穿透峰收集 rD sRFP蛋白
不进行任何处理直接上样于 pH 6. 0 20 mmol/L PB缓
冲液平衡的 S2HyperD阳离子交换柱 ,上柱 1 m in后 ,
穿透峰开始下柱 ,峰形很低而且裸眼看不到颜色 ,收集
洗脱峰. 30 m in后用 pH 6. 0 20 mmol/L PB 0～1 mol/L
NaCl缓冲液进行线性梯度洗脱 , 33 m in时 rD sRFP开
始洗脱 ,分级收集洗脱 rD sRFP, 280 nm测定蛋白浓度
为 1. 0 mg/mL,此时 NaCl浓度为 125 mmol/L (图 7B ).
然后取洗脱峰蛋白与穿透峰蛋白进行 SDS2PAGE电
泳 , rD sRFP在洗脱峰 ,从图 7C (Land6, 7)可以看到 ,沸
水浴过的纯化蛋白在 SDS2PAGE胶上只有 1条带 ,而
没有沸水浴的蛋白在约 100 kD处有 1条较粗的蛋白
带 ,差不多是 D sRFP分子量的 4倍 ,蛋白回收率高达
89. 5% ,最后蛋白总的回收率为 63% ,总的纯化效果
见表 1. 这说明 rD sRFP在 SDS胶上有约 60%以四聚体
存在 ,可以推知在 pH 6. 0 20 mmol/L PB中主要以四
聚体存在 ,与报道的其它表达系统中表达的 rD sRFP
在溶液中的存在方式一致. 经过硫酸铵分级沉淀、DE2
AE25PW阴离子交换层析以及 S2HyperD 阳离子交换
柱层析三步纯化后 , rD sRFP达到电泳纯 ,回收率到达
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表 1　毕赤酵母表达的 rD sRFP的纯化
Tab. 1　Purification of rD sRFP from Pichia pastoris GS115
步骤 总 rD sRFP /g 线度 /% rD sRFP回收率 /%
上清 4. 8 100
硫氨沉淀 3. 9 58. 6 81. 4
DEAE25PW阴离子交换层析 3. 35 90. 2 86. 2
S2HyperD阳离子交换层析 3 100 89. 5




种方式 ,本研究采用 Sac I单酶切使表达载体线性化 ,
转化宿主菌 ,发现所有的重组菌都是通过单交换整合
到 AOX1位点 ,筛选出的重组菌具有良好的遗传稳定
性 ,适合高密度发酵培养. 另外我们通过 G4182RDB双
重筛选 ,一次筛选到的重组克隆不但没有出现假阳性 ,
而且縮短了筛选周期. Sharp等 [ 9 ]对酵母中 110个基因
的密码子偏嗜性进行了研究 ,发现在酵母中存在密码
子的偏嗜性 ,与 E. coli以及哺乳动物使用的密码子有
较大的差别 ,特别是编码 A rg的密码子 ,在编码 A rg的
6个密码子中 , AGA的使用频率为 86. 6% ,根本不使用
CGA与 CGG这两个密码子. 本研究使用的 D sRFP基
因是根据 D sRFP的蛋白序列 ,用 GCG工作站按毕赤
酵母的偏嗜密码子优化的 D sRFP编码序列. 使用该基
因同时在哺乳动物细胞、E. coli以及毕赤酵母中表达 ,
结果发现在毕赤酵母中表达的 rD sRFP荧光最强 ,表
达量也最高 ,在摇瓶培养中其表达蛋白占细胞总蛋白
的 12% ,表达量达到 1. 8 g/L. 研究 D sRFP在酵母中表
达的同时 ,我们也以同样的方法构建了绿色荧光蛋白
( GFP)重组菌株 ,在荧光显微镜下几乎看不到绿色荧
光. 通过分析 GFP基因密码子时发现 ,该基因中含有





性 ,全部溶于破细胞上清 ,并呈现出亮丽的红色 ,在
SDS2PAGE上大部分 rD sRFP以聚体形式存在 ,说明在
溶液中 rD sRFP主要以四聚体存在 ,进而说明 rD sRFP
具有正确的天然构象. rD sRFP经过硫酸铵分级沉淀 ,
DEAE25PW阴离子交换层析与 S2HyperD阳离子交换
层析三步纯化后达到电泳纯. 我们在纯化过程中打破








高效表达了 rD sRFP. 为在其中生产高附加值基因工程
药物打下了基础 ,对一些在 P ich ia pastoris酵母中表达
量比较低而又没有灵敏检测方法的蛋白 ,可以考虑融
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Over2expression of Recombinant Red Fluorescent Prote in( D sRFP)
in the M ethylotrophic Yeast P ich ia pastoris
YANG Kun2yu, L IU Ru2shi, L IN J ian, ZHANG Zhi2hong,
ZHAGN Jun, X IA N ing2shao3
( The Key Laboratory of the M inistry of Education for Cell B iology and Tumor Cell Engineering,
The Research Center forMedicalMolecular V irology of Fujian Province, Xiamen University, Xiamen 361005, China)
Abstract: This study firstly reported the D sRFP over2exp ressed in the methylotrophic yeast P. pastoris. The coding sequence of red fluo2
rescent p rotein (D sRFP) was amp lified through p loymerase chain reaction ( PCR) and cloned into yeast exp ression vector pP IC3. 5K to con2
struct p lasm id of pP IC3. 5K2D sRFP. The p lasm ids were linearized and then transformed into P. pastoris GS115 by electroporation. A ll of the
recombinant strains were H IS + MU T + identified by PCR and cultivated on MM /MD p late. The results of inducing exp ression showed that the
rD sRFP was over2exp ressed after being induced 48 hours, the rD sRFP p rotein exp ressed in recombinant strain was about 12% of the total cell
p rotein, 1. 8g/L of rD sRFP p rotein was achieved in the shake flask. The rD sRFP was purified through the step s of ammonium sulfate p recip ita2
tion, DEAE25PW aion2exchange chromatography and S2HyperD cation2exchange chromatography.
Key words: p ichia pastoris; red fluorescent p rotein (D sRed) ; over2exp ression; purification
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